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摘要 : 昆虫 消化 道内 是 一 个 复杂 的 微 生 态 系统 , 有 大 量 的 微生物 存在 。 这 些微 生物 对 寄主 发 育 、 和 营养 吸收 和 防御 
方面 都 起 着 重要 的 作用 。 本 文 利用 基于 16S rRNA 基因 的 PCR-RFLP 18 2c E RETE RIVAE PEE BE UE RB Fa UK ( denaturing 
gradient gel electrophoresis, DGGE) 的 方法 对 柑 桔 黄龙 病 虫 - 媒 柑 桔 木 到 Diaphorina citri 体内 细菌 菌 群 多 样 性 进行 了 
人 研究。 经 PCR-RFLP 分 析 显 示 31 条 序列 与 变形 菌 门 的 假 单 胞 菌 科 、 肠 杆菌 科 、 黄 单 胞 菌 科 、 伯 克 氏 菌 科 、 立 克 次 
氏 茵 科 和 根瘤 菌 科 细 菌 具有 和 较 高 同 源 性 。 柑 村 木 异 内 共生 细菌 的 优势 菌 群 依次 为 合 胞 体 共 生 菌 ( syncytium 
endosymbiont) ( 同 源 性 99% ,5 条 序列 , 分离 频率 3196 ) 、Candidatus Carsonella ruddii 和 Mycetocyte 内 共生 菌 ( 同 源 
性 98% ,5 条 序列 , 分 离 频率 31% ) LL NV 3 3] Rz TT (Candidatus Liberibacter asiaticus ) 和 内 共生 菌 Wolbachia。 对 
柑 桔 木 起 内 生 细 菌 16S rDNA V3 区 序列 的 PCR-DGGE 分 析 , 条 带 相 似 性 的 UPMAGA 聚 类 分 析 表 明 , 采 自 九里 香 
Murraya paniculata WAER 38A AE 2 ERU Ze 9 JJ — 3c , 而 来 自 柑 村 的 聚 在 男 一 支 , 说 明 寄 主 差异 对 柑 村 木 恒 内 生 
细菌 菌 群 构成 的 影响 大 于 地 理 位 置 的 影响 。 将 PCR-DGGE 条 带 测序 , 序列 经 GenBank 序列 比 对 发 现 柑 桔 木 乔 内 
生 细 菌 主要 属于 变形 菌 门 假 单 胞 菌 科 、 立 元 次 氏 茵 科 、 肠 杆菌 科 、 黄 单 胞 菌 科 以 及 厚 壁 菌 门 链球 菌 科 和 牙 息 杆菌 
科 。 合 胞 体 共 生 菌 (条 带 34) 因 其 稳定 存在 于 木 虱 体内 有 旦 不 随 柑 村 木 各 寄主 和 地 理 位 置 的 改变 而 变化 , 可 能 是 柑 
桂 木 异体 内 的 优势 共生 菌 ; 内 共生 细菌 Wolbachia 也 在 柑 桔 木 异 内 稳定 存在 , 表明 我 国 柑 桂 木 蛋 感染 Wolbachia 是 
普遍 现象 。PCR-RFLP 和 PCR-DGGE 两 种 方法 相 结 合 较 好 地 反映 了 柑 桂 木 蛋 内 生 细 菌落 群 的 多 样 性 , 而 且 均 显示 
出 柑 桔 木 乔 内 的 合 胞 体 共 生 菌 是 主要 的 优势 菌 群 。 
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Abstract: The internal gut of insects is a complex micro-ecosystem, in which inhabits a large and varied 
microbial community. This microbial community plays an important role for their hosts' growth, 
development, digestion and absorption of nutrition, colonization resistance against invasion of exotic 
microbes. In this paper, the diversity of bacterial flora of citrus psyllids ( Diaphorina citri) , which is a 
vector of the Huanglongbing pathogen Candidatus Liberibacter asiaticus, was investigated based on 
analysis of 16S rDNA sequences by restriction fragment length polymorphism ( RFLP) and denaturing 
gradient gel electrophoresis ( DGGE ). The PCR-RFLP result showed that 31 sequences share high 
homology with Proteobacteria, including Pseudomonadaceae, Enterobacteriaceae, Xanthomonadaceae, 
Burkholderiaceae, Rickettsiaceae and Rhizobiaceae. The dominant bacterial flora in D. citri included 
syncytium endosymbiont ( 5 sequences, homology 99% , isolating frequency 3196) , Mycetocyte 
endosymbiont and Candidatus Carsonella ruddii (5 sequences, homology 9896 and isolating frequency 


31% ), Candidatus Liberibacter asiaticus and Wolbachia. The analysis of 168 rDNA V3 region 
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sequencing by PCR-DGGE revealed that the inner bacteria of D. citri collected from Murraya paniculata 
were clustered in one branch and those from citrus were clustered in another branch, suggesting that the 
host plant has more obvious impact on the bacteria flora of D. citri than the geographic location. The 
sequencing of the isolated bands of DGGE and GenBank alignment showed that the bacteria of D. citri 
including Pseudomonadaceae, Rickettsiaceae, 


mainly belong to Proteobacteria and Firmicutes, 


Enterobacteriaceae, Xanthomonadaceae, Streptococcaceae and Bacillaceae. Syncytium endosymbiont 
( band 3-4) may be predominating population because it can be stably isolated from D. citri no matter what 
the host plant is and where the geographic location. The high isolation rate of Wolbachia inside of citrus 
psyllids revealed that D. citri being infected with Wolbachia 1s a common phenomenon in China. Both PCR- 


RFLP and DGGE analysis indicated that the syncytium endosymbiont of D. citri is a dominant bacterial 


flora and the two methods in combination can reveal the microbial diversity in D. citri conveniently. 
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昆虫 体内 栖息 着 大 量 的 原核 细菌 ,它们 主要 分 
布 在 肠 道 和 体液 中 , 在 一 些 器 官 内 还 存在 胞 内 共生 
菌 , 它们 对 寄主 产生 重要 有 影响。 已 有 人 研究 发 现 , 细 
菌 和 昆虫 寄主 之 间 除 了 少数 属于 病原 菌 与 寄主 的 关 
系 外 , 还 存在 着 广泛 的 非 致 病 关 系 , 甚至 有 的 细菌 
是 昆虫 寄主 生长 繁殖 所 必需 的 (Dillon et al., 2002; 
Brummel et al., 2004 ; 刘 莉 等 , 2008) 。 昆 虫 肠 道 内 
的 有 益 共 生 细 菌 在 食物 的 消化 、 营 养 的 吸收 、 繁 殖 
( Campbell, 1989; Tokuda et al., 1997; Dillon and 
Charnley, 2002; Yin et al., 2011) 及 信息 素 的 合成 
( Dillon et al., 2002) 中 都 起 着 重要 作用 , 同时 这 些 
共生 微生物 在 抵御 外 来 细菌 的 入 侵 、 定 殖 和 加 强 免 
疫 系 统 的 功能 中 也 起 着 重要 作用 ; 而 一 些 存 在 于 昆 
虫 各 各 官 内 的 胞 内 共生 落 与 许多 氨基 酸 等 膏 养 物质 
的 合成 有 关 , 可 以 弥补 寄主 昆虫 食物 中 膏 养 的 不 
足 ， 如 蚜虫 血 腔 中 含 阔 细胞 (Mycetocyte 或 
bacteriocytes) 中 的 共生 菌 Buchnera， 其 主要 功能 是 
为 答 主 蚜虫 提供 多 种 必需 氨基 酸 (Baumann et al., 
1995; Birkle et al., 2002; Douglas, 2006) 。 近 年 来 
一 些 研 究 发 现 某 些 共生 菌 与 昆虫 的 生物 学 特性 相 
AX, WAREK Wolbachia REW 35 Wy Eb 78 f5 E RE 
殖 作 用 。 昆 虫 体内 的 细菌 还 与 昆虫 存在 协同 进化 关 
R, 因此 研究 昆虫 体内 共生 菌 也 是 研究 昆虫 的 进化 
和 昆虫 生理 的 有 利 工具 。 

同 翅 目 昆虫 (包括 师 虫 、 粉 乱 、 介 壳 虫 、 木 乱 和 
WB) 主要 以 植物 汗液 为 食 。 已 有 研究 表明 同 翅 目 昆 
虫 的 内 共生 菌 参 与 了 宿主 的 新 陈 代 谢 作 用 ， 如 一 些 
必需 膏 养 素 的 合成 和 含 氨 废物 的 利用 (Douglas， 
1989; Baumann et al., 1995; Sasaki et al., 1996; 
Dixon, 1998) , Ht KE Diaphorina citri Kuwayama 
属于 同 怒 目 木 乱 科 ， 主 要 危害 九里 香 Murraya 


endosymbiont bacteria ; 


16S rDNA; PCR- 


microbial diversity ; 


paniculata 和 柑 桂 等 至 香 科 植 物 , 在 其 体内 也 可 能 
存在 大 量 共 生 微 生物 为 其 合成 和 提供 必需 的 营养 。 
同时 由 于 柑 村 木 避 是 重要 植物 病害 - 柑 桂 黄龙 病菌 
的 传播 媒介 , 其 体内 的 共生 微生物 区 系 及 多 样 性 还 
可 能 对 病原 菌 在 木 虱 体内 的 转移 和 增殖 产生 影响 。 

关于 柑 桔 木 虱 体 内 细菌 群落 的 研究 还 较 少 , 本 
研究 的 目的 就 是 利用 分 子 生 物 学 手段 检测 携 融 柑 村 
黄龙 病菌 的 自然 种 群 柑 桔 木 虱 体内 细菌 群落 。 利 用 
HMA (Eubacteria) 16S rRNA 基因 (16S rDNA) 限 
iH Bde HE Ze TE (restriction. fragment length 
polymorphism, RFLP) 分 析 方 法 和 16S rRNA 基因 的 
DGGE 分 离 分 析 法 , 检测 分 析 携 之 柑 村 黄龙 病菌 的 
自然 种 群 柑 桂 木 虱 体内 细菌 群落 及 多 样 性 ,为 研究 
柑 桂 木 虱 体内 共生 细菌 与 黄龙 病菌 之 间 的 关系 奠定 
基础 。 


1 材料 和 方法 


1.1 实验 虫 源 

本 实验 使 用 的 柑 桂 木 蛋 采 自 广西 、 广 东 柑 桂 黄 
龙 病 重病 区 , 寄主 植物 为 柑 村 和 九里 香 。 采 和 集 时 将 
柑 桂 木 虱 连 同 嫩 梢 一 起 采摘 回 实验 室 , 置 于 冰箱 速 
冻 保存 供 试 。 柑 村 木 虱 是 否 携带 黄龙 病菌 按照 
Wang 等 (2006 ) 的 方法 以 实时 奕 光 PCR 检测 确定 。 
1.2 亚洲 柑 村 木 虱 总 DNA 的 提取 

提取 DNA 前 ， 先 将 柑 村 木下 用 75% 酒精 浸泡 
1 min, 2% NaClO 消毒 30 s, 用 无 菌 水 清洗 5 35 , 
将 最 后 一 次 清洗 的 无 菌 水 用 作 PCR 对 照 ， 以 排除 
体外 细菌 及 DNA 干扰 。 处 理 后 的 柑 桂 木 蛋 用 细菌 
DNA 提取 试剂 盒 ( Axygen 公司 产品 ) 提取 总 DNA, 
核酸 蛋白 检测 仪 测定 DNA 浓度 。 
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R1 柑 桔 木 剧 样 品 采集 信息 


Table 1 Collecting data of citrus psyllids 


样品 编号 采集 地 点 经 纬度 (°) 
Sample code Collecting locality Longitude and latitude 
BH 广西 合浦 N21/E109 
Hepu, Guangxi 
LZ 广西 柳州 N24/E109 
Liuzhou, Guangxi 
YC 广东 阳春 N22/E111 
Yangchun Guangdong 
GL 广西 桂林 N22/E114 
Guilin, Guangxi 


1.3 PCR-RFLP 4j dr1H fà AN 38, PJ ESL 8E 2 ETE 
1.3.1 16S rDNA 全 长 PCR 334. 以 所 获得 的 柑 桂 
木 虱 体内 微生物 总 DNA. 作为 模板 , 用 细菌 通用 引 
物 27 FE (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') 和 
1492 R ( 5'-TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3') 
( Weisburg et al., 1991) 9 34, d Sk z& fud 5 uL 
10 x buffer, 1. 5 mmol/L MgCl, , 0.2 mmol/L dNTPs, 
0.2 mmol/L 5|], 1. 5 U Taq-polymerase 和 2 uL 2f 
菌 总 DNA Big, PCR 反应 为 94% 4 min; 94C 
30 s, 55C 45 s, 72C 2 min, 30 个 循环 ; 72?C 
7 min。 所 得 产物 于 1.2% 的 琢 脂 糖 凝 胶 上 电泳 分 
离 。 分 离 条 带 用 DNA 纯化 试剂 盒 纯化 回收 。 
1.3.2 16S rDNA 克隆 文库 构建 和 RFLP 分 析 : 将 
回收 的 PCR 产物 连接 到 pMDI9-T 载体 中 , 连接 反 
应 为 (10 pL) :4 uL DNA FE, 1 uL 载体 ， 5uL 
连接 酶 的 缓冲 液 Solution I ，16% 过 夜 ， 连接 到 
pMDI9-T 载体 中 。 将 连接 产物 转化 到 大 肠 杆 菌 
Escherichia coli JM109 感受 态 细 胞 中 , 在 LB/Amp” 
平板 上 过 夜 培养 。 随 机 挑 取 克隆 子 , 进行 PCR 检 
测 。 将 阳性 克隆 子 分 别 在 液体 LB/Amp' 培养 基 中 
EMAFI. KEKR, 用 质粒 小 量 提取 试剂 盒 
( Axygen) 提取 质粒 。 

含有 目的 片段 的 质粒 分 别 用 Msp T, Rsa 工 和 
Hae J| ( Promega) 限制 性 内 切 酶 进行 酶 切 。20 uL 
体系 : 2 kL 质粒 溶液 , 0.5 pL 限制 性 内 切 酶 溶液 ， 
2 uLZE& Bg TI O.2 pL # Ifi T H E H ( bovineserum 
albumin, BSA) W. 37C 温 育 过 夜 。 产 物 用 含有 
BEC TER 1. 590 斑 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 ， 分 析 鉴 别 
各 个 阳性 克隆 的 Msp I , Rsa I 和 Hae M EU ENY% 
型 。 根 据 该 图 谱 对 提取 的 克隆 子 进行 分 型 ,每 一 种 
类 型 图 谱 即 是 一 种 不 同 的 分 类 操作 单位 (operational 
taxonomic unit, OTU) (Moyer et al., 1996) , 属于 同 


54 15 
采集 时 间 寄主 植物 数量 ( 头 ) 
Collecting date Host plant Number of psyllids 

2008. 03 九里 香 Murraya paniculata 100 
THR Citrus sinensis 100 
2008. 03 九里 香 M. paniculata 100 
AH RE C. sinensis 100 
2008. 05 九里 香 M. paniculata 100 
UKfSC. reticulata 100 
2008. 04 九里 香 M. paniculata 100 


一 个 OTU 的 元 隆 选 一 个 代表 进行 测序 。 测 序 结果 
在 GenBank 中 进行 序列 同 源 性 比较 。 

1.3.3 系统 发 育 分 析 : 使 用 MEGA4.0 软件 , 采用 
邻近 相 接 法 (NJ) 对 所 有 来 源 于 柑 村 木 异 细菌 序列 
与 部 分 GenBank 中 的 高 同 源 性 序列 , 绘制 柑 村 内 生 
细菌 系统 进化 树 。 

1.4 PCR-DGGE 分 析 木 虱 内 细菌 菌 群 多 样 性 
1.4.1 16S rDNA V3 区 的 PCR 扩 增 : 以 提取 的 细 
再 总 DNA 为 模板 , 用 细菌 通 用 引物 : P1(357 f-GC: 
5'-GC-clamp-CCTACGGGAGGCAGCAG-3') 及 P2 
(518 r: 5'-ATTACCGCGG CTGCTGG-3') (xps, 
2008) 进行 扩 增 ,上游 引物 Pl 5 端 有 40 bp GC x 
( CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCAC 
GGGGGG) , PCR 采用 50 uL 反应 体系 , 包括 5 uL 
10 x buffer ( TaKaRa), 1. 5 mmol/L MgCL, 0. 2 
mmol/L dNTPs, 0. 2 mmol/L 5| £j, 1. 5 U Taq- 
polymerase ( TaKaRa) 和 2 uL 细菌 总 DNA。 反 应 条 
件 为 : 94*C 4 min; 94% 30 s, 52%C 45 s, 72%C 30 s, 
30 个 循环 ; 72C 2 min。 所 得 产物 用 296 BS SORTS 
BERE EB DOS QUI 

1.4.2 PHT REET BE ER E UK ( DGGE) 分 
离 和 分 析 : ER PCR 产物 经 浓缩 后 , 采用 DGGE 分 
析 系 统 进行 电泳 分 离 ， 浓度 为 8% BS AE VAI Hs Dt 
(37.5: 1，WAW) , 变性 剂 尿素 与 甲 酰胺 线性 梯度 
范围 为 33% ~50% 。 电 泳 条 件 为 607C fHild, 160 V 
电压 , 电泳 7 h, EB 染色 15 ~ 25 min, VersaDoc 
2000 凝 胶 成 像 系 统 观察 并 记录 分 离 条 带 图 谱 , 标记 
DGGE 图 谱 中 清晰 的 优势 条 带 后 分 别 切取 优势 条 
W, 揭 碎 后 加 入 30 uL EKAKI dd H,0，-20C 漫 
WIK, 离心 , 取 上 清 作为 模板 进行 第 二 次 PCR 扩 
增 。 第 二 次 PCR 所 用 引物 为 市 GC Hy PI/PZ 引 
物 对 , PCR 反应 程序 同 1.4.1 所 述 。 扩 增 的 PCR 
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产物 用 纯化 试剂 盒 (Bioflux ) 纯化 后 与 载体 pMD19-T 
连接 , 转化 到 E. coli JM109 中 ,用 菌落 PCR 方法 
检测 阳性 克隆 。 阳 性 克隆 子 送 上 海 生 工 生物 技术 公 
司 测序 。 测 序 结果 于 NCBI 上 进行 Blast 比 对 分 析 。 
1.4.3 数据 分 析 : 将 所 得 序列 与 GenBank 中 的 近 
似 序列 用 软件 Clustal W 比 对 分 析 , 再 用 MEGA4.0 
的 邻近 法 构建 系统 发 育 树 


2 结果 与 分 析 


2.1 柑 桔 木 虱 内 细菌 多 样 性 的 PCR-RFLP 分 析 
2.1.1 16S rDNA 克隆 文库 的 构建 与 租 选 : 成 功 提 
取 到 柑 桔 内 生 细菌 总 DNA, 直接 将 总 DNA 作为 模 
板 进 行 PCR 扩 增 , 得 到 分 子 量 约 为 1 500 bp 的 相 
应 扩 增 片段 。 将 扩 增 的 片段 与 pMD19-T 载体 连接 
转化 大 肠 杆菌 , 获得 柑 桔 木 避 内 生 细 菌 多 样 性 16S 
rDNA 克隆 文库 。 随 机 挑 取 其 中 200 个 克隆 子 进行 
PCR 检验 ， 获 得 185 个 阳性 克隆 子 ， 阳 性 率 为 
92% 。 阳 性 克隆 经 过 3 种 限制 性 酶 WMsp I, Rsa EL fü 
Foe 亚 酶 切 后 产生 31 个 不 同 的 酶 切 图 谐 (图 1)。 
2.1.2 PCR-RFLP 分 析 结 果 : 将 PCR-RFLP 分 离 得 
选 获得 的 31 个 克隆 的 插入 片段 进行 测序 (GenBank 
登录 号 见 表 2), 并 进行 BLASTn 分 析 显 示 31 条 序列 
主要 属于 变形 菌 门 Proteobacteria, 与 6 个 科 的 细菌 序 
列 具 有 较 高 的 同 源 性 , 分 别 是 假 单 胞 菌 科 
( Pseudomonadaceae) , 肠 杆 菌 科 (Enterobacteriaceae ) , 
黄 单 胞 菌 科 (Xanthomonadaceae ), 46 w R W F 
( Burkholderiaceae) , 57 55 1X E Pf. ( Rickettsiaceae ) , 
TRJ& APH Rhizobiaceae) 。 有 5 条 序列 与 合 胞 体 共生 
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Wi (syncytium endosymbiont ) 具有 9996 的 同 源 性 , 且 
其 检 出 率 占 挑 取 的 所 有 阳性 克隆 子 的 3196 ,可 见 其 
为 木 虱 体内 主要 的 优势 菌 群 ; 5 条 序列 与 Candidatus 
Carsonella ruddii 和 柑 梢 木 避 体内 的 Mycetocyte 
endosymbiont 都 具有 98% 以 上 的 同 源 性 。 有 7 条 序 
列 与 GenBank 中 已 登录 序列 仅 具 9296 ~99% 同 源 
VE, 并 且 都 属于 不 可 培养 菌 ; 男 外 有 3 条 序列 与 
Pseudomonas 属 有 很 高 同 源 性 ; 与 Ralstonia 属 同 源 性 
高 的 有 2 条 ; 与 Pantoea 属 同 源 性 高 的 有 3 条 序列 。 
此 外 发 现 Wolbachia, TH à Ei Jb 5 P$ Candidatus 
Liberibacter asiaticus 等 存在 。 详 细 信 息 见 表 2。 
2.1.3 系统 发 育 分 析 : 用 邻近 相 接 法 (N-J 法 ) 对 
TH T AK A P AT ES 2E XE HS BUS 2 VL 90] VA 5j 
GenBank 中 比 对 得 到 的 同 源 性 最 高 的 序列 进行 系统 
ABA ERR LE 2, 

2.2 柑 桔 木 恤 内 细菌 多 样 性 的 PCR-DGGE 分 析 
2.2.1 柑 桔 木 乱 内 细菌 总 DNA. 的 扩 增 产物 的 变性 
梯度 凝 胶 电泳 (PCR-DGGE ) 图 谱 分 析 : 对 不 同 地 区 
及 不 同 寄主 植物 来 源 的 柑 桂 木 虱 内 的 细菌 的 16S 
rDNA V3 区 序列 的 DGGE 图 谱 ( 图 3: A) 分 析 表 明 : 
来 源 于 相同 寄主 植物 但 不 同 地 区 的 柑 桔 木 虱 体 内 细 
菌 图 谱 有 一 定 的 差异 , 来 源 于 相同 地 区 但 不 同 寄主 
植物 来 源 的 柑 桂 木 各 的 图 谱 同 样 有 差异 。 其 中 优势 
kr M3-4 并 不 随 木 乔 寄 主 的 变化 和 地 理 位 置 的 变 
化 而 改变 ,在 柑 村 木 虱 内 稳定 存在 。 条 带 M3-5, 
M3-14, M3-15 和 M3-18 也 在 本 实验 中 所 有 来 源 的 
Titium UPMAGA 的 方法 聚 类 比较 不 同 寄主 植 
物 及 不 同 地 区 木 避 微生物 分 离 条 市 的 相似 性 (图 3: 
B), 可 以 看 出 , 寄主 为 九里 香 的 柑 枯木 虱 体内 微 生 
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Msp I 


Rsa ll Hae M 


图 1 部 分 16S rDNA EEF Msp I , Rsa TI 和 ZEoe 亚 酶 切 后 的 图 谱 
Fig. 1 The fingerprints of 16S rDNA clones digested with enzymes Msp I , Rsa | and Hae [ll 
M: DNA Marker III; 1 210: 随机 选择 的 阳性 克隆 子 Part of positive clones randomly selected. 
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R2  PCR-RFLP 操作 单元 的 鉴定 和 序列 分 析 
Table 2 Bacterial identified by PCR-RFLP and sequence analysis 


操作 单元 GenBank 登录 号 GenBank 数据 库 中 参考 菌株 参考 菌株 序列 号 一 致 性 (% ) 
RFLP OUTs GenBank accession no. References in GenBank Reference accession no. Identity 

M-1 GU553043 Pseudomonas sp. AM410620 99 
M-2 GU553045 Pantoea agglomerans strain AY924375 93 
M-3 CU553044 不 可 培养 细菌 Uncultured bacterium EU771731 94 
MA CU553040 不 可 培养 细菌 Uncultured bacterium GU225955 98 

UHR PI EAE 
3 CU993019 ctus. imd ihid citri EF433792 > 
M6 GU553020 不 可 培养 细菌 Uncultured bacterium AJ867671 91 
M-7 CU553021 不 可 培养 细菌 Uncultured bacterium GU225955 99 
us CU553022 Candidatus Carsonella ruddii EF450250 99 
含 菌 细胞 内 共生 体 Mycetocyte endosymbiont AB038367 99 

BERE HA 

M-9 GU553023 Syneytium endosymbiont of D. citri EFA33792 29 
Herbaspirillum sp. EU090893 91 
M-10 CU553024 Candidatus Carsonella ruddii EF450250 99 
次 级 共生 体 Secondary symbiont of D. citri EU570830 99 
E CU333023 reme Uncultused Osilebueterceac EF454731 90 
M-12 CU553026 Candidatus Carsonella ruddii EF450250 99 
M-13 CU553027 Pseudomonas sp. AB480754 90 
M-14 GU553028 Ralstonia sp. AY043380 92 
M-15 GU553029 Pantoea agglomerans AY924375 99 
M-16 GU553030 Candidatus Carsonella ruddii EF450250 99 
M-17 GU553046 不 可 培养 细菌 Uncultured bacterium DQ532154 99 
M-18 CU553031 Ralstonia sp. AY043380 95 
M-19 GU553032 不 可 培养 细菌 Uncultured bacterium GU225955 99 
M-20 CU553033 Candidatus Liberibacter asiaticus FJ750457 98 
M-21 GU553034 不 可 培养 细菌 Uncultured bacterium DQ532154 92 
M-22 GU553035 Pantoea agglomerans 60451699 92 
M-23 CU553039 含 菌 细胞 内 共生 体 Mycetocyte endosymbiont AB038367 99 

合 胞 内 共生 
M-24 GU553042 NN Él "Hi " EF433792 99 
Mos CU553036 Stenotrophomonas sp. AY689032 93 
Xanthomonas retroflexus DQ337602 92 

UHR PI EAE 
M-26 CU553037 Nd A m EF433792 99 
M-27 CU553038 Candidatus Carsonella ruddii EF450250 99 
M-28 CU553041 Pseudomonas fulva AM411071 99 
M-29 CU553047 Wolbachia endosymbiont CU124506 98 
M-30 GU553048 Serratia marcescens FJ853424 93 
M-31 GU553049 Pantoea agglomerans strain AY924375 94 














物 在 聚 类 树 上 大 多 聚 在 一 文 ， 而 柑 桔 上 采集 的 柑 棱 ”构成 的 影响 大 于 地 理 位 置 的 不 同 对 柑 桔 木 乱 内 细 戎 
木 虱 体内 微生物 聚 在 男 一 支 , 表明 寄主 和 地 理 位 置 。 群落 的 影响 。 
两 个 因素 相 比 , 寄主 的 差异 对 柑 桂 木 息 内 细 阔 群落 
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63 r M-4 
50 1- M-17 
61l M-7 
100|- M-19 
100 Uncultured bacterium DQ532154 o Proteobacteria 
40^ Uncultured bacterium GU225955 
87 M-21 
M-6 
41 98 Uncultured bacterium AJ867671 
100 M-3 
Uncultured bacterium EU771731 
100 M-20 
27 31 Candidatus Liberibacter asiaticus FJ750457 
98 M-29 
Wolbachia endosymbiont GU124506 
59 r M-28 
M-I 
49 109] Pseudomonas AM410620 
7 Pseudomonas fulva AM411071 
Pseudomonas sp. AB480754 
M-22 
94 M-30 
92 Serratia marcescens FJ853424 
47 49r M-15 
100 Pantoea agglomerans FJ426593 
32 M-31 
78 . 
Pantoea agglomerans GQ451699 y-Proteobacteria 
62 |, Pantoea agglomerans AY924375 
77 M-2 
M-25 
56 Stenotrophomonas sp.AY689032 
100 t Xanthomonas retroflexus DQ337602 
M-8 
32 M-16 
I5: M-27 
38 Candidatus Carsonella ruddii EF450250 
2 M-12 
100 Mycetocyte endosymbiont of Diaphorina ditri AB038367 
100 M-10 
M-23 
TI M-13 
61 Herbaspirillum sp. EU090893 
72 Uncultured Oxalobacteraceae EF454731 
Ralstonia sp. AY043380 
T M-18 B-Proteobacteria 
Syncytium endosymbiont of Diaphorina citri EF433792 
55 Syncytium endosymbiont of Diaphorina citri EU570830 
100| ^? 
M-24 
29 M-26 
M-11 
M-5 
M-14 
0.02 


图 2 基于 16S rDNA FIERA RAAE RA (N-J 法 ) 
Fig. 2 A phylogenetic tree based on 16S rDNA sequences of bacteria in Diaphorina citri by Neighbor-Joining method 
分 支点 上 的 数值 为 支持 率 Numbers at nodes indicate bootstrap values for each node out of 100 bootstrap replicates; 标尺 0.02 为 进化 距离 Scale 0. 02 


means evolutional distance. 
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图 3 不 同 地 区 以 及 不 同 寄 主 的 柑 桔 木 虱 体内 细菌 16S rDNA 的 PCR-DGGE BERE (A) 413287) pr (B) 
Fig. 3 DGGE profiles (A) and the cluster dendrogram analysis ( B) based on 16S rDNA of 
Diaphorina citri endosymbiont from different areas and host plants 
41-4: 九里 香 , 分 别 来 自 桂林 、 柳 州 、 合 浦和 阳春 Murraya paniculata from Guilin, Liuzhou, Hepu and Yangchun, respectively; #5 -7: 柑 桔 ,分 
别 来 自 阳 春 、 合 浦和 柳州 Citrus from Yangehun, Hepu and Liuzhou, respectively. 


2.2.2. 柑 村 木下 内 细菌 序列 比 对 与 系统 发 育 分 析 : 
将 DGGE 分 离 获得 的 条 带 测 序 并 与 GenBank 中 数 
据 比 对 结果 如 表 3, 数据 显示 根据 16S rDNA-DGGE 
分 离 获 得 的 柑 桂 木 蛋 内 细菌 主要 属于 变形 阔 门 
( Proteobacteria) , 包括 4 个 科 , 分 别 是 假 单 胞 菌 科 
EKRE 
( Rickettsiaceae ) ， 肠 杆菌 科 (Enterobacteriaceae ) , 黄 
单 胞 菌 科 (Xanthomonadaceae ) ,此 外 还 有 厚 壁 菌 门 
( Firmicutes ) 的 葡萄 球菌 科 (Staphylococcaceae ) 和 芽 
ITAP Bacillaceae), HAR 3 和 4 结果 可 以 看 
出 , 合 胞 体 共 生 菌 在 柑 枯木 虱 体内 稳定 存在 , 不 随 
柑 枯木 息 寄 主 和 地 理 位 置 的 改变 而 发 生变 化 ,是 柑 
ERRANA E EZRA., HEA Wolbachia 
也 在 各 地 柑 枯木 息 体 内 稳定 检 出 ,表明 中 国 柑 桔 木 
随感 染 Wolbachia E É 38 3428, i75 Pantoea 在 
几 个 木 虱 样品 体内 检 出 率 也 较 高 , 为 次 优势 种 群 。 
Bacillus sp. 在 几 个 样品 中 均 能 检测 出 , 但 丰 度 变化 
较 大 。 其 余 的 细菌 只 在 部 分 样品 中 存在 , 受到 柑 村 
木 虱 的 寄主 植物 及 地 理 位 置 的 影响 ,可 能 为 过 路 临 
TERRE o 


( Pseudomonadaceae ), 


3 讨论 


本 研究 采用 16S rDNA 的 PCR-RFLP 结合 PCR- 
DGGE 分 析 方 法 ,对 野外 采集 的 柑 桔 黄龙 病 的 传播 


媒介 昆虫 柑 桔 木 剧 体内 的 细菌 群落 多 样 性 进行 了 研 
2t, 16S rDNA 的 PCR-DGGE 图 谱 分 析 显 示 ， 木 乱 
体内 的 细菌 菌 群 包含 Proteobacteria 4 个 科 的 微生物 
以 及 厚 壁 菌 门 (Firmicutes) 的 2 个 科 的 微生物 。 柑 
桂 木 各 内 细 落 类 群 受 到 柑 枯木 虱 寄 主 植物 和 地 理 位 
置 的 影响 而 存在 差异 , 其 中 寄主 植物 的 影响 比 地 理 
位 置 的 影响 更 明显 。16S rDNA 的 RFLP 分 析 获 得 
31 个 不 同 的 分 类 操作 单位 的 细菌 类 群 序 列 , 包括 
Wolbachia sp., 
Ralstonia sp., Stenotrophomonas sp., Bacillus sp., 
Staphylococcus sp. LJ RE fil x 3: A, Candidatus 
Carsonella ruddii SEZHPR PS BE; 基于 16S rDNA V3 可 
变 区 基因 序列 的 DGGE 分 析 获 得 21 个 不 同 原 核 细 
菌 类 群 ， 这 些 都 证 实 柑 桂 木 虱 体 内 共生 细菌 多 样 性 
较为 丰富 。 两 种 方法 均 显示 柑 桂 木 息 内 的 合 胞 体 共 
生 菌 在 体内 稳定 存在 , 不 受 寄 主 和 地 理 位 置 的 影 
啊 , 推测 其 可 能 是 柑 枯木 虱 的 主要 优势 菌 群 。 在 村 
桂 木 虱 体 内 , 以 RFLP 方法 获得 的 31 个 不 同 操作 单 
位 中 舍 胞 共生 菌 占 5 个 ，Candidatus Carsonella 
ruddii(C. ruddi) A 5 种 ,此 外 还 发 现 有 含 菌 体 
( Bacteriome/ Mycetocytes ) ; 而 以 DGGE — 
21 个 不 同 菌 群 序列 中 , 合 胞 体 共生 菌 有 4 种 。 

内 共生 体 属于 变形 菌 门 的 B 亚 纲 (Subandiyah et al, 
2000), Æ W R F 19 3] S VR H E PN y F 
GenBank FX KÉS H ZR RUE Es] AVETE REENE 


Pseudomonas sp., Pantoea sp., 
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RI 不 同样 品 中 DGGE 图 谱 的 条 带 分 布 


Table 3 The bands of different samples in electrophoresis gel 


合浦 Hepu 柳州 Liuzhou 阳春 Yangchun 桂林 Guilin 
条 带 序号 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 
Band no. 九里 香 SERE Jug d SERE Jug d 马水桔 九里 香 
Murraya paniculata Citrus sinensis M. paniculata C. sinensis M. paniculata C. reticulata M. paniculata 
M3-1 - - - 十 - - " 
M32 - - - " - _ - 
M34 十 十 十 十 十 十 十 
M3-5 十 十 十 十 十 十 十 
M3-6 十 一 一 一 十 - - 
M3-7 - - - - 十 - - 
M3-8 十 一 一 一 一 一 - 
M3-9 十 - - - - - - 
M3-10 - - - - - - - 
M3-12 十 - - - - - - 
M3-14 十 十 十 十 十 + 十 
M3-15 十 十 十 十 十 十 十 
M3-16 - - - - " - - 
M3-18 十 十 十 十 十 + 十 
M3-19 十 - - - - - - 
M3-20 - 十 - " - - - 
M3-21 - 十 - - - - - 


: 泳 道中 有 该 条 带 With the band; - : 泳 道中 无 该 条 带 Without the band. 


表 4 柑 桔 木 恤 内 优势 细菌 DGGE 指纹 图 谱 对 应 的 NCBI 序列 比 对 结果 
Table 4 Sequences blast of 168 rDNA from bands in DGGE bacterial fingerprints 











条 带 序号 GenBank 登录 号 相关 参考 菌株 一 致 性 (% ) 
Band no. GenBank accession no. Closely identified phylogenetic relatives Identity 
M3-1 GUS53050 Syncytium endosymbiont of D. citri ( EF433792) 99 
M32 GUS553051 Syncytium endosymbiont of D. citri ( EFA33792) 99 
M34 GUS53052 Syncytium endosymbiont of D. citri ( EFA33792) 99 
M3-5 GU553053 Bacillus sp. ( AJ971852) 98 
M3-6 GUS53054 Staphylococcus sciuri ( FJO81914) 98 
3 CUSS3055 Uncultured Pseudomonas sp. ( EU981998) 100 

Tissierella praeacuta ( X80833) 100 
M3-8 GU553056 Uncultured Pseudomonas sp. ( EU909141) 97 
M3-9 GU553057 Uncultured bacterium ( GQ078953) 99 
M3-10 GUS53058 Enterobacteriaceae bacterium ( AB461801 ) 100 
M3-12 GU553059 Pseudomonas putida ( FJ204928) 100 
M3-14 GU553060 Wolbachia ( GU236955) 98 
M3-15 GU553061 Pantoea sp. ( GQ451699) 98 
M3-16 GU553062 Pantoea sp. (FJ756349) 98 
M3-18 GU553063 Syncytium endosymbiont of D. citri 98 
M3-19 GUS53064 Staphylococcus sciuri ( AB523707 ) 100 
M3-20 GU553065 Staphylococcus sp. ( FJ866688) 100 
13:21 CUSS3066 Stenotrophomonas sp. ( GQ434396) 98 


Xanthomonas sp. ( GQ464377) 98 
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97 | M3-10 
95 Pantoea citrea FJ756352.1 
38 Uncultured Moellerella sp.DQ274125.1 
44 M3-15 
53 M3-16 
M3-8 
67 M3-12 
M3-14 
66 99 Wolbachia endosymbiont GU236955.1 
M3-21 
100 | | Uncultured Stenotrophomonas sp.GQ464396.1 
87 67 ' Uncultured Xanthomonas sp.GQ464377.1 


93 


Proteobacteria 


54 卷 


76 Zoogloea sp.F M999992.1 


18 Uncultured Oxalobacteraceae bacterium EU641764.1 
Uncultured Janthinobaterium sp.EF665719.1 


89 Syncytium endosymbiont of Diaphorina citri EF433792.1 
M3-18 
94| |M3-1 
67 | M3-4 
M3-2 
M3-9 
Tissierella praeacuta X80833.1 
M3-7 
Uncultured Pseudomonas sp.EU98 1998. 1 
86 M3-20 
M3-5 
100 "M 
M3-6 Firmicutes 
6g L| M3-19 


mm 
0.01 


59 | Staphylococcus sp.FJ866688.1 


图 4 RAGRUAE PSI AS SEE ATI 
Fig. 4 Phylogenetic analysis for bacterial 16S rRNA sequences 


分 支点 上 的 数值 为 支持 率 Numbers at nodes indicate bootstrap values for each node out of 100 bootstrap replicates. 标尺 0.01 表示 进化 距离 Scale 


0.01 shows the evolutional distance. 


fig pk t Æ Bá ( GenBank 登录 5.: AB038368, 
EF43792) 同 源 性 均 为 97% , 但 目前 对 于 上 述 合 胞 
内 共生 体 到 底 属于 什么 细菌 , 是 包含 多 种 细菌 的 共 
生体 还 是 单一 类 细菌 都 还 有 待 深入 人 研究 。 

C. ruddiis 是 存在 于 木 虱 体内 的 含 菌 体 
( Bacteriome/Mycetocytes) ， 目 前 只 在 吸食 万 皮 部 的 
RAFEM, 也 是 迄今 为 止 报道 的 具有 最 小 基因 组 
HJ ZH p ( Thao et al., 2003; Thao and Baumann 
2004a, 2004b; Nakabachi et al., 2006) 。 本 人 研究 中 
发 现 大 量 C. ruddii 序列 , 经 BLASTn 比 对 分 析 , 这 
些 C. ruddi 序列 与 含 菌 内 共生 体 Mycetocyte 
endosymbiont 具有 高 度 同 源 性 。 因 此 ,有 理由 推测 
这 些 C. ruddii 很 可 能 存在 于 柑 桂 木 融 的 含 菌 体 中 。 
对 蚜虫 共生 细菌 的 研究 显示 , 在 所 有 蚜虫 的 含 菌 细 
胞 ( Mycetocytes) 中 都 存在 的 一 种 专 性 内 共生 细菌 
Buchnera ,它们 对 于 蚜 忠 的 正常 生长 和 繁殖 是 必需 
的 。 蚜 虫 与 其 共生 菌 Buchnera 已 建立 了 密切 的 互 
利 依存 关系 ， 即 共生 体 离开 寄主 细胞 无 法 存活 ， 而 
蚜虫 如 果 去 除 其 共生 菌 也 将 不 育 或 死亡 (Ohtaka 
and Ishikawa, 1991), 。 但 C. ruddii 是 否 和 蚜虫 


Buchnera 一 样 可 以 为 窒 主 提供 多 种 必需 氨基 酸 ， 以 
满足 韧 皮 杆菌 的 内 在 营养 需要 , 还 有 待 证 实 。 现 有 
证 据 表 明 , 柑 村 黄龙 病菌 因 长 期 寄生 在 柑 桂 韧 皮 部 
组 织 中 , 已 经 不 需 上 自行 合成 某 些 氨基 酸 ( Yongping 
Duan, 私人 通讯 )。 因 而 , 次 入 开展 韧 皮 杆菌 与 这 
类 共生 元 的 研究 , 可 能 将 有 助 于 揭示 二 者 之 间 的 相 
互 作 用 及 内 在 联系 。 

HEK Wolbachia 对 多 种 宿主 具有 特殊 生殖 调 
控 的 作用 , 它 可 以 改变 宿主 的 生殖 行为 ,导致 细胞 
质 不 杀 和 (cytoplasmic incompatibility, CI). -= JE 
性 化 ( feminization ) #0 JJ, ME Æ 7H. ( part. henogenesis 
inducing, PI). Z&E( male killing) 等 现象 , 并 能 人 够 
后 直 传递 下 去 (Markus and O’ Neill 2006 ) 。 由 于 
Wolbachia 对 牡 主 的 特殊 生殖 调控 作用 , 近年 来 已 
引起 人 们 的 极 大 兴趣 ， 越 来 越 多 的 昆虫 被 发 现 与 
Wolbachia 共生 。 有 不 少 学 者 提出 利用 Wolbachia f 
WEE, 使 得 寄主 生殖 力 降 低 来 控制 甚至 消灭 对 农 
业 生 产 及 人 类 健康 有 重要 影 啊 的 害虫 ( Sinkins et al., 
1995) 。 重 庆 大 学 基因 工程 中 心 采 用 16S rDNA, 
fisz 和 wsp 基因 的 系统 发 育 分 析 证 实 我 国 柑 枯木 虱 
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体内 大 量 存 在 内 共生 菌 Wolbachia, TS di X Ej i% 
10096 , JÆ F B 组 的 Con 亚 组 ( 王 中 康 等 ,2010 ) 。 
但 Wolbachia 是 否 对 柑 桔 木 乔 具有 类 似 的 生殖 调控 
作用 疝 需 要 进一步 研究 。 

在 昆虫 肠 道内 的 微生物 可 分 为 常 驻 菌 群 和 过 路 
菌 群 ,， 常 驻 菌 群 增殖 的 速度 至 少 要 相当 于 或 者 超过 
肠 道 对 它 的 排出 速率 , 才 可 能 在 肠 道中 能 稳定 检 
出 。 许 多 伴随 昆虫 完成 整个 生活 周期 的 肠 道 细菌 属 
于 次 级 共生 体 , 它们 可 能 是 寄生 性 的 , 抑或 是 互利 
共生 。 互 利 共生 的 肠 道 细 菌 能 为 宿主 提供 营养 或 降 
解 有 毒化 合 物 ， 从 而 使 带 有 这 些 共生 菌 的 宿主 在 种 
群 中 占据 优势 (Campbell，1989 ) , 45] 41 H EX AN s Wp 
UAR E PE SR HE VERE UR f BH AG. BESIDE 
SF A viU Hepialus gonggaensis 幼虫 肠 道中 分 离 
到 一 株 优 势 共 生 菌 Carnobacterium sp., 将 其 通过 食 
物 回 接 到 室内 饲养 的 贡 咕 蝠 蛾 幼虫 可 以 显 若 地 促进 
该 虫 的 生长 发 育 并 提高 存活 率 (Yin et al., 2011), 
过 路 菌 群 受到 环境 的 影响 比较 大 ( 刘 莉 等 ，2008; 
相 辉 和 黄 勇 平 ，2008 ) 。 到 正 西 和 李 定 旭 (2005 ) W 
JUPE Myzus persicae ( Sulzer) H HPR N RE A 
HEMA KRAHE KAR (Pantoea), AE 
RATER AP EREM T KRKE WE ENS BOUN 
K— AIZ a Pantoea agglomerans, "1i ] TE 4H tE 
木 虱 体内 的 分 布 及 其 作用 亦 值得 进一步 研究 。 

从 体内 细菌 16S rDNA 的 DGGE 图 谱 分 析 发 
现 , 柑 桂 木 虱 寄主 植物 的 不 同和 地 理 位 置 的 差异 ， 
木 乱 体内 细菌 群落 也 出 现 差 异 。 那 些 并 不 稳定 存 
在 , 表现 出 差异 的 细菌 可 能 来 源 于 环境 当中 , 并 未 
与 寄主 之 间 形 成 真正 的 共生 关系 , ECT LER BE 
但 是 考虑 到 PCR-DGGE 在 回收 分 离 条 带 时 只 能 回 
收 明显 条 市 即 高 丰 度 菌 群 条 带 , 某 些 细菌 类 群 ( 包 
15 — ERE UE BR) 可 能 由 于 丰 上 度 低 而 没 被 检测 到 ， 从 
而 使 菌 群 多 样 性 被 低估 (PCR-DGGE 得 到 的 肠 道 菌 
群 多 样 性 较 PCR-RFLP 得 到 的 多 样 性 低 也 可 能 与 此 
有 关 ) 。 两 种 方法 比较 可 以 看 出 体内 细菌 菌 群 的 多 
样 性 和 同一 种 细菌 菌 群 的 丰 度 在 不 同 寄主 和 不 同 地 
域 来 源 的 木 乱 中 是 有 差异 的 。 

从 系统 发 育 上 看 , 在 柑 桔 木 乔 体 内 存在 的 合 胞 
RHE ^E P JE T AEJÉ PEL] B-E A, Candidatus 
Carsonella ruddii 属于 ,-MV. 23, Wolbachia 属于 w- 亚 
纲 。 其 中 Wolbachia Ej $9] XITA RARR EG RC fl 
JUPPE ZH ER 5 LC SEES TERRE IGUAL EE 
在 的 这 些 共 生 细 菌 与 柑 村 黄龙 病菌 之 间 长 期 协同 进 
化 基础 上 形成 的 生态 学 上 的 种 种 联系 和 相互 作用 ， 


是 否 对 黄龙 病菌 在 木 虱 体内 的 转移 、 生 存 和 增殖 产 
生 影 响 , 还 需要 有 模拟 原生 态 的 共 培 养 试 验 的 直接 
或 间接 证 据 来 佐证 。 
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